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Abstract
Background. Restenosis is an important issue after classic and endovascular revascularization of atheroscle-
rotic carotid arteries. Pathogenesis of this phenomenon remains unclear and unsolved. The aim of this study
was to evaluate the histopathological and immunohistochemical features of atherosclerotic plaques retrieved
at carotid endatrerectomy in patients who developed restenosis at ultrasound follow-up.
Material and methods. One hundred thirty patients operated because of atherosclerotic carotid artery
stenosis were evaluated. On the base of postoperative ultrasound examinations 52 patients were qualified for
this study. Atherosclerotic plaques were investigated histopathologically and with immunohistochemical methods
with monoclonal and polyclonal antibodies (DAKO) to define the phenotype of inflammatory, smooth muscle
and endothelial cells as well as fibrinogen deposits and HLADPQR antigens.
Results. By means of the ultrasonography, in a period of 6–18 months following the surgery, patients were
classified into two, significantly different groups: group I with an evident restenosis and group II without rest-
enosis nor intimal hyperplasia. Advanced and fibrocellular atherosclerotic plaques with thrombosis, intra-
plaque haemorrhages, fibrous cap rupture, intimal hyperplasia, necrosis, calcium and cholesterol deposits
were found more often in patients of group I. Moreover, the percentage of vascular smooth muscle cells
(SMA+) and fibrinogen (Fbg+) deposits was significantly higher in this group (p < 0.005). Atherosclerotic
plaques from group II patients were more frequently fibrosclerotic and were rich in macrophages (Mac 387+)
(p = 0.007). Inflammatory infiltrates consisting mainly of lymphocytes T (CD3+, OPD 4+) and mast cells
(mast cells tryptase +), limfocytes T (CD8+), limfocytes B ( CD20+) were more frequent in group I.
Conclusion. Although classic risk factors of atherosclerosis do not play a role in the development of restenosis,
histological and immunohistochemical (SMA, Fbg, Mac 387) studies of primary atherosclerotic plaques may
be useful to selected the patients at risk of carotid postendartrectomy restenosis.
Key words: carotid arteries, atherosclerosis, endarterectomy, restenosis, histology,
immunohistochemistry
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Streszczenie
Wstęp. Restenoza stanowi istotny problem u chorych po operacjach miażdżycowego zwężenia tętnic szyj-
nych, przeprowadzonych zarówno metodą klasyczną, jak i wewnątrznaczyniową. Pomimo licznych badań
patogeneza zjawiska pozostaje nadal niejasna. Celem pracy było określenie histopatologicznych i immuno-
histochemicznych cech pierwotnej blaszki miażdżycowej pobranej podczas endartrektomii tętnic szyjnych
u pacjentów z następową restenozą w kontrolnych badaniach ultrasonograficznych.
Materiał i metody. Oceniono 130 chorych operowanych z powodu miażdżycowego zwężenia tętnic szyj-
nych. Na podstawie wyników pooperacyjnych badań ultrasonograficznych wyodrębniono 52 chorych. Blaszki
miażdżycowe oceniano histopatologicznie i barwiono metodą immunohistochemiczną przy użyciu przeciw-
ciał mono- i poliklonalnych (DAKO) w celu określenia fenotypu komórek zapalenia, komórek mięśni gładkich
i śródbłonków oraz złogów fibrynogenu i antygenów HLADPQR.
Wyniki. Na podstawie badania ultrasonograficznego wykonanego w okresie 6–18 miesięcy po zabiegu chi-
rurgicznym wyodrębniono dwie grupy chorych: z wyraźną restenozą (grupa I) i bez rozrostu neointimy (grupa II).
Blaszki miażdżycowe zaawansowane, typu włóknisto-komórkowego z zakrzepami, wylewami śródblaszkowy-
mi, przerwaniem ciągłości czapeczki, hiperplazją intimy, ogniskami martwicy oraz złogami wapnia i choleste-
rolu częściej występowały u pacjentów z grupy I. Ponadto w tej grupie stwierdzono statystycznie znamienny
większy procentowy udział komórek mięśni gładkich (SMA+) i fibrynogenu (Fbg+) (p < 0,005). U chorych
z grupy II blaszki miażdżycowe częściej były typu włóknisto-szklistego i charakteryzowały się obecnością
liczniejszych makrofagów (Mac 387+) (p = 0,007). Nacieki zapalne złożone głównie z limfocytów T (CD3+,
OPD4+) oraz komórek tucznych (tryptaza komórek tucznych +), limfocytów T (CD8+) oraz limfocytów B
(CD20+) nieco częściej występowały w grupie I.
Wnioski. Chociaż klasyczne czynniki ryzyka miażdżycy nie odgrywają roli w powstawaniu restenozy, badania
histopatologiczne i immunohistochemiczne (SMA, Fbg, Mac 387) pierwotnych blaszek miażdżycowych mogą
być pomocne w wyodrębnieniu pacjentów, u których występuje ryzyko pooperacyjnej restenozy tętnic szyjnych.
Słowa kluczowe: tętnice szyjne, miażdżyca, endarterektomia, restenoza, histologia,
immunohistochemia
Introduction
Endarterectomy is a well-accepted method for the
treatment of symptomatic and asymptomatic carotid
artery stenosis. It has been estimated that in the USA
itself, about 140 000–160 000 operations of this kind
are performed annually. Classical endarterectomies
(CAE) constitute the vast majority of them (> 96%).
Remaining patients are treated with the stenting of the
internal carotid artery (CAS). Restenosis is the most fre-
quent post-operative complication (resulting from the
operative technique, diagnostic methods and the length
of postoperative period), and is estimated for about 1.3–
–37% [2].
Clinical and experimental studies have proved that
revascularization was followed by modelling of all arte-
rial wall layers: intima, media and adventitia [3]. Local
factors that participate in the pathogenesis of resteno-
sis encompass: infection, inflammation, growth factors,
cytokines as well as lymphocytes, macrophages and ac-
tivated smooth muscle cells derived from the vascular
wall [4]. It seems that the risk factors of primary athero-
sclerosis do not play a decisive role in the evolution of
restenosis [5]. Hemodynamically significant carotid ar-
Wstęp
Endarterektomia stanowi metodę z wyboru lecze-
nia objawowego lub bezobjawowego zwężenia tętnic
szyjnych. Ocenia się, że tylko w Stanach Zjednoczonych
wykonuje się 140 000–160 000 operacji tego typu rocz-
nie. Zdecydowaną większość (> 96%) stanowią endar-
terektomie klasyczne (CAE), zaś pozostałych chorych
operuje się aktualnie metodą stentowania tętnicy szyj-
nej wewnętrznej (CAS) [1]. Do najczęstszych powikłań
pooperacyjnych nadal należy restenoza, której częstość
występowania (w zależności od techniki operacyjnej,
metody rozpoznawania oraz czasu od zabiegu) ocenia
się na 1,3–37% [2].
Po zabiegu rewaskularyzacji może występować mo-
delowanie wszystkich warstw ściany tętnicy: błony we-
wnętrznej, środkowej i przydanki, co udowodniono
w badaniach klinicznych i doświadczalnych [3]. W patoge-
nezie restenozy bierze się pod uwagę takie czynniki miej-
scowe, jak: infekcja, zapalenie, czynniki wzrostu i cytoki-
ny, a także udział limfocytów, makrofagów i aktywowa-
nych komórek mięśni gładkich naczyń [4]. Wydaje się, że
czynniki ryzyka występowania pierwotnej miażdżycy nie
odgrywają decydującej roli w powstawaniu restenozy [5].
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tery stenosis linked with hyperplasia of the intima fol-
lowing endarterectomy is infrequent.  Determination
of certain characteristics of the primary atherosclerotic
plaque predisposing to restenosis after endarterecto-
my may be important for predicting the patients at risk
of carotid artery stenosis, as well as for the understand-
ing the phenomenon of restenosis. Until now, few re-
ports concerning this problem have appeared in global
literature [6]. The aim of this study was to state if there
are any distinctive morphological and immunochemical
features of primary atherosclerotic plaques retrieved
during carotid artery endarterectomy from patients who
postoperatively developed hyperplasia of intima layer,
as observed in ultrasound examinations.
Material and methods
A total number of 130 patients who underwent
a classical carotid artery endarterectomy (CEA) in the
Department of Vascular Surgery and Angiology, War-
saw in the period 2002–2003 (20 months) were includ-
ed in the study. Indications for surgery were classical,
concordant with the current ones in North American
Symptomatic Carotid Endarterectomy Trial (NASCET)
and ECST studies. Every patient qualified for CEA was
subjected to final ultrasound (US) examination, with
registration of atherosclerotic plaques image (digital reg-
istration on MO disk station, Fujitsu, 640 SE), basic flow
parameters and the degree of internal carotid artery
(ICA) stenosis. Precise history was taken, and basic bio-
chemical parameters were analysed. All cases of stroke
were documented with the use of computer tomogra-
phy or nuclear magnetic resonance examination.
Postoperatively, the patients were followed-up by
means of US examinations. Randomization criteria were
as follows:
— equivalent operation type (classical endarterectomy
without patch closure);
— no sign of restenosis in the first 3 months postope-
rative observation period (US examination);
— no sign of technical error causing development of
restenosis;
— diagnosis of restenosis, or its absence, 6 months
after the operation.
Patients were randomized for the study after a min-
imum of 6-months postoperative observation (6–18
months). To make the evaluated group more homoge-
nous, patients with follow-up periods below 6 and over
18 months, as well as those operated with different sur-
gical techniques (eversion, patch closure), were not as-
sessed. Criteria of ICA stenosis assessment employed
in the Department for the last 6 years are based on US
criteria established and approved in the NASCET study
Chociaż hemodynamicznie znaczące zwężenie tętnic szyj-
nych związane z hiperplazją błony wewnętrznej po zabie-
gu endarterektomii nie występuje często, ustalenie pew-
nych charakterystycznych cech pierwotnej blaszki miażdży-
cowej, które usposabiają do rozwoju restenozy po endar-
terektomii, może mieć znaczenie w wyodrębnieniu grupy
pacjentów o większym ryzyku zwężenia tętnic szyjnych
oraz może umożliwić lepsze zrozumienie samego proce-
su restenozy. Dotychczas w piśmiennictwie światowym
pojawiły się pojedyncze doniesienia na ten temat [6].
Celem pracy było określenie, czy istnieją charakte-
rystyczne morfologiczne i immunohistochemiczne ce-
chy pierwotnych blaszek miażdżycowych pobranych
podczas endarterektomii tętnic szyjnych od chorych,
u których obserwowano następnie hiperplazję błony
wewnętrznej w badaniach ultrasonograficznych.
Materiał i metody
Badaniem objęto 130 chorych, u których wykonano
klasyczną endarterektomię tętnicy szyjnej w Klinice
Chirurgii Naczyniowej i Angiologii CMKP w latach 2002–
–2003 (20 miesięcy). Wskazania do operacji były kla-
syczne, zgodne z aktualnie obowiązującymi, ustalonymi
w badaniach NASCET oraz ECST. U wszystkich cho-
rych kwalifikowanych do zabiegu operacyjnego endar-
terektomii tętnicy szyjnej przeprowadzono ostateczne
badanie ultrasonograficzne (USG), rejestrując obraz
blaszki miażdżycowej (zapis cyfrowy na stacji dysków
MO, Fujitsu, 640 SE) oraz podstawowe parametry prze-
pływu, a także stopień zwężenia tętnicy szyjnej we-
wnętrznej. Przeprowadzono również dokładny wywiad
kliniczny i wykonywano podstawowe badania bioche-
miczne. Każdy przebyty udar był udokumentowany ba-
daniem tomografii komputerowej lub rezonansu magne-
tycznego.
Po operacji chorych obserwowano. Wykonywano
okresowe badania USG. Kryteria randomizacji chorych
do badania obejmowały:
— jednakowy typ zabiegu (endarterektomia klasyczna,
bez naszycia łaty);
— brak cech restenozy w okresie pierwszych 3 miesię-
cy po operacji (badanie USG);
— brak cech błędu technicznego powodującego res-
tenozę;
— rozpoznanie restenozy/całkowity jej brak w okresie
minimum 6 miesięcy po zabiegu.
Chorych losowo przydzielono do badania dopiero
po okresie minimum 6 miesięcy od operacji (okres ob-
serwacji 6–18 miesięcy). W celu ujednolicenia grupy nie
oceniano pacjentów, u których okres obserwacji był
krótszy niż 6 miesięcy lub był dłuższy niż 18 miesięcy,
oraz chorych operowanych inną techniką operacyjną
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[7, 8], as well as on the degree of stenosis measured
from the cross-sectional area of the stenotic artery (own
experience). Examinations were performed on Siemens
Sonoline Elegra apparatus with the application 7, 5-Mhz
linear head in transverse and longitudinal projections.
Conventionally, images were registered at minimal
depth (4 cm), without any zoom. This allowed acquir-
ing images with constant resolution, maintaining a sta-
ble frame per second — 24 fps for images in B presen-
tation and 16 fps for colour Doppler presentation. The
power range was 73 dB and 26 dB respectively. The
degree of restenosis was evaluated with the use of the
above-mentioned velocity criteria, and by assessment
of proliferating neointima thickness. This process was
accompanied by calculation of stenosis from arteries
cross-section area.
Patients were divided into two radically different
groups (on the base of US examination):
— group I — very advanced neointima growth with
restenosis > 70% (hemodynamically significant, con-
firmed by the calculation of stenosis from arteries
cross-section area method) — 26 patients;
— group II — absolute lack of neointima hyperplasia
(absolute lack of restenosis) — 26 patients.
The next step was a comparative analysis of his-
topathological and immunohistochemical lesions in the
previously removed atherosclerotic plaques in both iso-
lated groups. Plaques removed during CEA were fixed in
10% buffered formalin. The lengths of the specimens
varied from 1.0 cm to 2.5 cm. Three fragments were
taken from their proximal, medial and distal portion. In
turn, they were routinely processed into a paraffin block.
The latter serially cut into 5 µm sections and stained with
hematoxylin-eosin and PTAH. In order to reveal infla-
mmatory cells, smooth muscle cells, endothelium cells,
deposits of fibrinogen and human leukocyte antigens
(HLA)  paraffin sections were also stained with poly- and
monoclonal antibodies (DAKO Company) using the im-
munohistochemical Envision method. The type and re-
activity of antibodies is set in Table I. Positive and nega-
tive controls of the used antibodies with the application
of positive intrinsic control and avoidance of the first an-
tibody were conducted. The number of inflammatory,
smooth muscle and endothelium cells was evaluated semi-
quantitatively in 10 nonadjacent fields at 25× magnifica-
tion. We calculated the percentage of the nuclei of men-
tioned cells with respect to the total number nuclei in
each field. The percentage of plaque involvement by fi-
brinogen was evaluated. Parietal thrombus, intraplaque
haemorrhages, fibrous cap rupture, endothelial hyper-
plasia, foci of necrosis, calcium, cholesterol deposits, fi-
brosis, hyalinisation and angiogenesis was determined in
(ewersja, naszycie łaty). Kryteria oceny zwężenia tętni-
cy szyjnej wewnętrznej stosowane w klinice, w której
pracują autorzy niniejszej pracy, od 6 lat oparte są na
ultrasonograficznych kryteriach ustalonych i zatwierdzo-
nych w badaniu NASCET [7, 8] oraz na ocenie stopnia
zwężenia mierzonej z pola przekroju zwężonej tętnicy
(doświadczenia własne ośrodka). Badania wykonywa-
no aparatem Siemens Sonoline Elegra za pomocą sondy
liniowej 7,5 Mhz w projekcjach podłużnej i poprzecz-
nej. Standardowo obrazy rejestrowano na głębokości
minimalnej (4 cm), bez powiększania (zoom). Uzyski-
wano w ten sposób stałą rozdzielczość obrazu, zacho-
wując stałą częstość powtarzania (frame per second)
— 24 fps dla obrazu dla prezentacji B i 16 fps dla pre-
zentacji metodą Dopplera kodowanego kolorem. Za-
kres mocy wynosił odpowiednio 73 dB i 26 dB.
Stopień restenozy oceniano, stosując wspomniane
kryteria prędkości oraz oceniając grubość proliferującej
neointimy, a wraz z tym liczono stopień zwężenia z pola
przekroju tętnicy.
Chorych podzielono na dwie skrajnie różnice się od
siebie grupy (na podstawie badania USG):
— grupa I (26 osób) — charakteryzowała się bardzo
zaawansowanym rozrostem neointimy z restenozą
powyżej 70% (istotną hemodynamicznie, potwier-
dzoną oceną według metody liczenia zwężenia z pola
przekroju naczynia);
— grupa II (26 pacjentów) — cechowała się absolut-
nym brakiem przerostu neointimy (całkowity brak
restenozy).
Następnym etapem była porównawcza analiza
zmian histopatologicznych i immunohistochemicznych
w usuniętych wcześniej zmianach miażdżycowych
w obu wyodrębnionych grupach. Pobrane w czasie za-
biegu blaszki miażdżycowe utrwalano w 10-proceto-
wej zbuforowanej formalinie. Długość badanych ma-
teriałów wynosiła 1,0–2,5 cm. Pobierano z nich trzy
wycinki z części proksymalnej, środkowej i dystalnej
i przeprowadzano w sposób rutynowy do bloczka pa-
rafinowego. Następnie skrojone seryjnie skrawki (5 mm)
barwiono rutynowo hematoksyliną — eozyną i metodą
PTAH. Na skrawkach parafinowych wykonywano bar-
wienia immunohistochemiczne metodą Envisiona przy
użyciu monoklonalnych przeciwciał firmy DAKO w celu
ujawnienia komórek zapalnych, komórek mięśni gład-
kich i komórek śródbłonka naczyń oraz złogów fibry-
nogenu i antygenów zgodności tkankowej HLA klasy II.
Rodzaj i reaktywność przeciwciał przedstawiono w ta-
beli I. Przeprowadzono kontrole pozytywne i negatyw-
ne używanych przeciwciał z zastosowaniem pozytyw-
nej kontroli wewnętrznej i ominięciem pierwszego
przeciwciała. Liczbę komórek nacieków zapalnych,
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Table I. Type and reactivity of monoclonal antibodies used for immunohistochemical study
Tabela I. Rodzaj i reaktywność przeciwciał monoklonalnych stosowanych do badań immunohistochemicznych
Antygen Antibody Dilution Reactivity
Antygen Przeciwciało Rozcieńczenie Reaktywność
CD3 CD3 1:50 T lymphocytes
Limfocyty T
CD45RO OPD4 1:25 Helper/inducer T lymphocytes
Limfocyty T helper/inducer
CD8 C8/144B 1:40 Suppressor/cytotoxic T lymphocytes
Limfocyty T supressor/cytotoxic
CD20 L26 1:50 B lymphocytes
Limfocyty B
Mast cell tryptase AA1 1:50 Mast cells
Tryptaza z komórek tucznych Komórki tuczne
Myeloid/Histiocyte Antigen Mac 387 1:50 Granulocytes, monocytes, histiocytes
Antygen mieloidalno/histiocytarny Granulocyty, monocyty, histiocyty
HLA DPDQDR CR3/43 1:50 b chains of the DPDQDR gene sub regions products
Łańcuch b produktów podregionów genu DPDQDR
Actine (smooth Muscle) 1A4 1:50 Smooth muscle cells
Aktyna (mięśnie gładkie) Komórki mięśni gładkich
CD34 Class I BI-3C5 1:50 Endothelium cells
Komórki śródbłonka
Fibrinogen Ig fraction* 1:40 Fibrinogen, fibrin
Fibrynogen Frakcja Ig* Fibrynogen, włóknik
*polyclonal antibody (przeciwciało poliklonalne)
komórek mięśni gładkich i komórek śródbłonka oce-
niano półilościowo w 10 nieprzylegających polach wi-
dzenia przy 25-krotnym powiększeniu. Określano od-
setek tych komórek w stosunku do ogólnej liczby ją-
der w analizowanych polach. Oceniano również pro-
cent zajęcia blaszki przez złogi fibrynogenu. Zakrzepy
przyścienne, wylewy śródblaszkowe, przerwanie cią-
głości czapeczki włóknistej, hiperplazję błony we-
wnętrznej, ogniska martwicy, złogi wapnia i choleste-
rolu, włóknienie, szkliwienie oraz angiogenezę ocenia-
no w skali 0–3 w zależności od stopienia nasilenia zmian:
0 — brak cechy, + — małe, ++ — średnie, +++ —
duże nasilenie.
Analizę statystyczną danych przeprowadzono za
pomocą testu t-Studenta (dla wartości sparowanych)
oraz testu c2. Wartości p < 0,05 uznano za znamienne
statystycznie.
Wyniki
Charakterystyka kliniczna chorych
U 130 chorych wykonano badania ultrasonograficz-
ne w okresie 6–18 miesięcy po zabiegu endarterekto-
mii. Wyodrębniono dwie skrajne grupy: grupę I (26 osób)
z wyraźną restenozą (zwężenie istotne hemodynamicz-
nie > 70% z hiperplazją intimy > 2 mm) i grupę II (26
pacjentów) bez rozrostu błony wewnętrznej (ryc. 1
0–3 degrees scale, where 0 — no feature, + — small,
++ — average, +++ — large intensity.
Statistical analysis was performed with the use of
t-Student test (for paired values) and c2 test. Values of
p < 0.05 were considered as statistically significant.
Results
Clinical characteristics
One hundred and thirty patients were checked
with US in the period between 6-18 months after CAE.
Examined patients were divided into two extremely dif-
ferent groups: I group (26 patients) with an evident res-
tenosis (hemodynamically significant > 70%, with inti-
mal hyperplasia > 2 mm) and II group (26 patients) with-
out intimal hyperplasia (Figures 1 and 2). Clinical data of
these patients are demonstrated in Table II. Values of
arterial blood pressure, biochemical examinations and
atherosclerosis risk factors were similar in both groups.
Results of microscopic and immunohistochemical
examinations
Atherosclerotic plaques removed during CAE, con-
sisted of fragments of dense, generally paucicellular fi-
brous connective tissue with or without the presence
of foam cells, lymphocytes, mast cells, cholesterol and
calcium deposits as well as foci of necrosis. Histopatho-
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Table II. Clinical data and atherosclerosis risk factors in patients after CAE
Tabela II. Dane kliniczne chorych oraz czynniki ryzyka rozwoju miażdżycy po CAE
Group I Group II p
Grupa I Grupa II
(n = 26) (n = 26)
Sex, M/F 14 M i 12 F 16 M i 10 K NS
Płeć (mężczyźni/kobiety)
Age (average in years) 68.3 ± 8.9 66.9 ± 7.8 NS
Średni wiek (lata)
Risk factors n (%)
Czynniki ryzyka n (%)
Family history 14 (53.85%) 16 (61.54 %) NS
Wywiad rodzinny
Myocardial infarction 18 (69.23%) 16 (53.85%) NS
in the past/myocardial ischemia
Przebyty zawał serca/czynna
choroba wieńcowa
Hypertension * 23 (85.18%) 16 (61.54%) NS
Nadciśnienie tętnicze*
Diabetes ** 6 (23.08%) 5 (19.23%) NS
Cukrzyca**
Dyslipidemia *** 11 (42.31%) 13 (50%) NS
Dyslipidemia***
Smoking 15 (57.7%) 19 (73.08%) NS
Palenie tytoniu
Neurological history
Wywiad neurologiczny
Amaurosis fugax 7 (26.92%) 7 (26.92%) NS
TIA 7 (26.92%) 9 (34.61%) NS
RIND/PRIND 0 0 NS
Stroke 8 (30.1%) 2 (7.7%) < 0.001
Udar
*systolic ≥ 140 mm Hg, diastolic ≥ 90 mm Hg (ciśnienie skurczowe ≥ 140 mm Hg, ciśnienie rozkurczowe ≥ 90 mm Hg); ** glucose ≥ 100 mg/dL (stężenie glukozy ≥ 100 mg/dl);
*** cholesterol ≥ 200 mg% (stężenie cholesterolu ≥ 200 mg%), LDL ≥ 130 mg% (stężenie cholesterolu frakcji LDL ≥ 130 mg%); TIA — transient ischemic attack
(przemijające niedokrwienie mózgu)
Figure 1. Ultrasound image of internal carotid artery with
advanced restenosis. Neointimal hyperplasia is marked with
grey line
Rycina 1. Zdjęcie ultrasonograficzne tętnicy szyjnej
wewnętrznej ze znacznego stopnia restenozą. Hiperplazję
neointimy zaznaczono szarą kreską
Figure 2. Ultrasound image of internal carotid artery after
endarterectomy without intimal hyperplasia and restenosis
Rycina 2. Obraz ultrasonograficzny tętnicy szyjnej
wewnętrznej po endarterektomii bez hiperplazji intimy i res-
tenozy
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logical and immunohistochemical changes in atheroscle-
rotic plaques have been set out in Table III and IV. Plaques
from both groups were mainly poor in cells and built of
dense collagen (Figure 3A). However, those from pa-
tients with a symptomatic restenosis consisted of slight-
ly more loose connective tissue, richer in spindle-shaped
cells resembling myocytes: myofibroblasts and fibrob-
lasts (41% vs. 12%, p = 0.02). Also, plaques of patients
from group I were bigger and their atherosclerotic
changes more advanced: larger foci of necrosis, calci-
um, cholesterol deposits, fibrous cap rupture with sub-
sequent ulceration, thrombosis and haemorrhages into
the plaque (Figure 3B). Fragments of thrombi and intra-
plaque haemorrhages were present in plaques from 5
patients from group I and 2 patients from group II.
Thrombi showed more or less advanced features of
organisation in the form of ingrowth of fibroblasts and
capillaries. They sometimes possessed elements of
atheromatous material. Aggregates of fibrin with an ad-
mixture of erythrocytes and leukocytes, without evi-
dence of organisation, were noted in several plaques
but were not qualified as “thrombi” but as resulting from
i 2). Dane kliniczne tych chorych przedstawiono w tabeli
II. Wartości ciśnienia tętniczego, badań biochemicz-
nych i czynniki ryzyka rozwoju miażdżycy były po-
dobne w obu grupach.
Wyniki badań mikroskopowych i immunohisto-
chemicznych
Blaszki miażdżycowe pobrane w czasie endartrek-
tomii tętnic szyjnych składały się z fragmentów zbitej,
głównie ubogokomórkowej tkanki łącznej z obecnością
lub bez komórek piankowatych, limfocytów, komórek
tucznych, złogów cholesterolu i wapnia oraz ognisk
martwicy. Zmiany histopatologiczne i immunohistoche-
miczne w blaszkach miażdżycowych przedstawiono
w tabeli III i IV. W obu grupach przeważały blaszki
miażdżycowe o małej komórkowości zbudowane ze
zbitego kolagenu (ryc. 3A). Nie mniej jednak w zmia-
nach z następową restenozą częściej pojawiały się blaszki
złożone z luźniejszej tkanki łącznej i wykazujące większą
komórkowość, zawierające komórki wrzecionowate
przypominające komórki mięśniowe: miofibroblasty i fi-
broblasty (41% vs. 12%, p = 0,02). Ponadto w grupie I
Table III. Histopathological lesions in the material acquired during CAE
Tabela III. Zmiany histopatologiczne w materiale z endartrektomii tętnic szyjnych
Lesion Total Group I Total Group II p
Zmiana Ogółem Grupa I Ogółem Grupa II
(n = 26) (n = 26)
+ ++ +++ + ++ +++
Parietal thrombi 5 (29.4%) 2 0 2 2 (12%) 1 0 1 0.035
Zakrzepy przyścienne
Intraplaque haemorrhages 8 (47%) 4 3 1 0 0 0 0 0.001
Wylewy śródblaszkowe
Intimal hyperplasia 16 (94%) 7 6 3 11 (65%) 6 0 5 0.041
Hiperplazja intimy
Inflammatory infiltrations 13 (76%) 10 3 0 12 (71%) 12 0 0 NS
Nacieki zapalne
Foci of necrosis 12 (71%) 3 3 6 7 (41%) 4 2 1 0.06
Ogniska martwicy
Calcium deposits 9 (53%) 7 2 0 6 (35%) 6 0 0 NS
Złogi wapnia
Cholesterol deposits 11 (65%) 5 6 0 7 (41%) 6 1 0 NS
Złogi cholesterolu
Angiogenesis 15 (88%) 9 6 0 12 (71%) 10 2 0 NS
Angiogeneza
Fibro-sclerotic plaque 10 (59%) 15 (88%) 0.06
Blaszka włóknisto-szklista
Fibro-cellular plaque 7 (41%) 2 (12%) 0.02
Blaszka włóknisto-komórkowa
Fibrous cap ruptures 5 (29.4%) 1 (6%) 0.015
Przerwanie ciągłości czapeczki
Advanced plaque 9 (53%) 4 (24%) 0.032
Blaszka zawansowana
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intraoperative damage. Fibrous cap rupture was statis-
tically more frequent in the restenosis group (29.4%
vs. 6%, p = 0.015). The intimal hyperplasia observed
more often in the restenosis group (94% vs. 65%,
p=0.041) were characterized by proliferation of stel-
late and spindle-shaped cells of myo- and fibromatous
origin in loose, myxoid stroma. These cells dominated
in several plaques. Immunohistochemically, the above-
mentioned cells showed positive reactions with SMA.
This indicates their muscular origin. The percentage of
smooth muscle cells was higher in atherosclerotic
plaques from restenotic cases (20% vs. 9.1%, p <
0.005) (Figures 3C i 3D). Atherosclerotic plaques of pa-
tients from group I contained more fibrinogen than those
from group II (17% vs. 6.4%, p < 0.005). Fibrinogen
was seen in all plaque layers, both on the surface, where
it was entirely or partially covered by endothelium, and
in deeper layers (Figure 3E). Angiogenesis was deter-
mined on the base of CD34 expression on the endothe-
lial cells. It was more frequent and intensive in the rest-
enotic group. The newly formed vessels were surround-
ed by inflammatory infiltrations of lymphocytes, macro-
phages and mast cells. Inflammatory infiltrations con-
sisting of T lymphocytes (CD3+), mainly with a helper/
inducer phenotype (OPD4+) and less abundant B lym-
częściej obserwowano blaszki o większych rozmiarach
i o większym stopniu zaawansowania zmian miażdży-
cowych z dużymi ogniskami martwicy, złogów wapnia,
cholesterolu, a także z przerwaniem ciągłości czapeczki
włóknistej z następowymi owrzodzeniami, zakrzepa-
mi i wylewami śródblaszkowymi (ryc. 3B). Fragmenty
zakrzepów i wylewy śródblaszkowe stwierdzono u 5
chorych z grupy I i u 2 pacjentów z grupy II. Zakrzepy
wykazywały mniej lub bardziej nasilone cechy organi-
zacji w postaci wzrostu fibroblastów i drobnych naczyń
oraz czasami zawierały elementy materiału kaszowa-
tego. Złogi włóknika z domieszką erytrocytów i leuko-
cytów bez cech organizacji były obecne w kilku mate-
riałach, ale nie kwalifikowano ich jako właściwych za-
krzepów tylko jako zmiany związane z uszkodzeniem
w czasie zabiegu. Przerwanie ciągłości czapeczki włók-
nistej występowało statystycznie częściej w grupie cho-
rych z restenozą (29,4% vs. 6%, p = 0,015). Rozrost
intimy — częściej notowany w grupie chorych z reste-
nozą (94% vs. 65%, p = 0,041) — charakteryzował się
proliferacją gwiazdkowatych i wrzecionowatych komó-
rek pochodzenia włóknisto-mięśniowego w luźnym,
myksoidnym podścielisku. W niektórych blaszkach zmia-
ny te dominowały. Immunohistochemicznie powyższe
komórki wykazywały dodatnie odczyny z SMA, świad-
Table IV. Cell composition of atherosclerotic plaques acquired from CAE (% of cells in relation to all cellular nuclei)
Tabela IV. Skład komórkowy blaszek miażdżycowych z endartrektomii tętnic szyjnych (odsetek komórek w stosunku
do wszystkich jąder komórkowych)
Atherosclerotic plaque Group I Group II p
Blaszka miażdżycowa Grupa I Grupa II
(n = 26) (%) (n = 26) (%)
Smooth muscle cells (SMA+)  20 9.1 < 0.005
Komórki mięśni gładkich
Fibrinogen (Fbg+)* 17 6.4 < 0.005
Fibrynogen*
Macrophages  (Mac 387+) 6 12.6 0.007
Makrofagi
T lymphocytes (CD3+) 10 7.4 0.055
Limfocyty T
T helper lymphocytes (OPD4+) 8.2 5.3 0.06
Limfocyty T helper
T suppressor lymphocytes (CD8+) 1.2 0.8 NS
Limfocyty T supressor
B lymphocytes (CD20+) 0.7 0.5 NS
Limfocyty B
Mast cells (mast cells tryptase +) 3.8 3.5 NS
Komórki tuczne
Endothelium cells (CD34 +) 5.1 4.2 NS
Komórki śródbłonka
HLA DPDQDR 15.2 16.7 NS
*percentage of plaque involvement by fibrinogen (procentowa zawartość złogów fibrynogenu w blaszce)
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Figure 3. Representative atherosclerotic plaques acquired from group I (A–C) and group II (D–F); A. Fibrosclerotic plaque
composed of dense fibrous connective tissue with scattered spindle and inflammatory cells. H-E stain. Magn. 100×;
B. Advanced atherosclerotic plaque rich in cells, rupture of fibrous cap, foci of necrosis and abundant deposits of cholesterol. H-
E stain. Magn. 100×; C. Intimal hyperplasia. Spindle- and stellate-shaped cells in loose myxoid stroma. Most of these cells are
SMA positive. Envision stain. Magn. 200×; D. Atherosclerotic plaque containing single SMA positive cells. Note: numerous SMA
+ cells in media of carotid artery. Envision stain. Magn. 200×; E. Profuse fibrinogen deposits localized in the media. PTAH stain.
Magn. 100×; F. Atherosclerotic plaque rich in (Mac 387+) macrophages. Envision stain. Magn. 100×
Rycina 3. Reprezentatywne blaszki miażdżycowe chorych z grupy I (B, C, E) i grupy II (A, D, F); A. Włóknisto-szkliwiejąca blasz-
ka miażdżycowa składająca się ze zbitej tkanki łącznej z nielicznymi komórkami wrzecionowatymi i komórkami zapalnymi. Barw.
H-E. Pow. 100×; B. Zaawansowana blaszka miażdżycowa. Blaszka bogatokomórkowa z przerwaniem czapeczki włóknistej,
ogniskami martwicy i obfitymi złogami cholesterolu. Barw. H-E. Pow. 100×; C. Rozrost błony wewnętrznej. Wrzecionowate
i gwiazdkowate komórki w luźnym myksoidnym podścielisku. Większość z tych komórek wykazuje dodatnie odczyny na obec-
ność aktyny mięśni gładkich (SMA+). Barw. Envision. Pow. 200×; D. Blaszka miażdżycowa zawierająca nieliczne komórki mięśni
gładkich (SMA+). Zwracają uwagę liczne dodatnio barwiące się komórki w błonie środkowej tętnicy szyjnej. Barw. Envision.
Pow. 200×; E. Obfite złogi fibrynogenu zlokalizowane w błonie środkowej. Barw. PTAH. Pow. 100×; F. Dość liczne makrofagi
(Mac 387+) w blaszce miażdżycowej. Barw. Envision. Pow. 100×
B
C
A
E
D
F
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phocytes (CD20+), suppressor/cytotoxic T lymphocytes
(CD8+) and mast cells (mast cells tryptase +) were slight-
ly more frequent and intense in group I. Diffuse and cir-
cumscribed lymphocytes could be found in the area of
intima. Macrophages were found in the connective tis-
sue of plaque, more abundantly in group II (p = 0.007)
(Figure 3F). Most of them possessed a foamy cytoplasm,
and in a few cases, they contained hemosiderin. HLAD-
PQR antigen was present on most macrophages and
activated lymphocytes. The percentage of inflammato-
ry cells, which show the expression of HLA DR II class
antigen, was similar in both groups
Discussion
The problem of diagnosis of restenosis after CAE
remains open and controversial. Despite the expecta-
tions in the widely applied US technique, the question
of defining the restenosis remains unanswered. Still, the
majority of vascular departments remain true to the sim-
plified US assessment of stenosis based on flow velocity
criteria of the operated artery. It does not include the
evaluation of the intima-media complex (IMT). This is
probably the fundamental reason for the discordance in
the diagnosis of restenosis. Due to this, and depending
on the experience and qualifications of the diagnosti-
cian, the prevalence of restenosis varies. Analysis of more
than 200 leading publications that appeared between
1966 and 1996, allowed Lattimer and Burnand to state
that the prevalence of symptomless restenosis varies
between 1.3% and 37% [9]. In contrast, the frequency
of symptomatic restenosis is between 0% and 8.2%
[9]. According to DeGroote et al. the analysis of the
frequency of hemodynamically significant restenosis is
about 13% and hemodynamically insignificant about
15%. The combined index of restenosis in their work
was 28% [10]. Kieny et al. assessed the prevalence of
restenosis in their own material as 11.9% [11]. Volteas
et al. gave a figure of 18.5% [12], and Liapis et al. 21.6%
[13].
To avoid this controversial problem we have decid-
ed to isolate and analyze only two undisputable groups:
patients with a firm and hemodynamically significant
restenosis and those with a complete lack of prolifera-
tion of the IMT complex and a regular flow spectrum in
the internal carotid artery (ICA).
The progress in the diagnosis of carotid artery le-
sions did not bring us closer to answering the question -
what are the causes of restenosis? Likewise, studies con-
ducted in other directions did not explain which factors
actually enhance restenosis following CAE or CAS, and
what the real extent of the problem is. New strategies
in the treatment of restenosis, based on inhibition of
czące o ich mięśniowym pochodzeniu. Odsetek komó-
rek mięśni gładkich w blaszce miażdżycowej był więk-
szy w przypadkach z następową restenozą niż bez niej
(20% vs. 9,1%, p < 0,005) (ryc. 3C i D). W blaszkach
miażdżycowych chorych z grupy I wykazano większy
udział fibrynogenu niż u chorych z grupy II (17% vs.
6,4%, p < 0,005). Fibrynogen zaobserwowano we
wszystkich warstwach blaszki zarówno na powierzch-
ni, gdzie był całkowicie lub częściowo pokryty przez
śródbłonek, jak i w głębszych warstwach (ryc. 3E). Po-
wstawanie nowych naczyń określane na podstawie eks-
presji CD34 na komórkach śródbłonka stwierdzano
nieco częściej i w większym nasileniu w grupie chorych
z restenozą. Wokół drobnych nowopowstałych naczyń
gromadziły się nacieki zapalne z limfocytów, makrofa-
gów i komórek tucznych. Nacieki zapalne złożone z lim-
focytów T (CD3+), głównie o fenotypie helper/inducer
(OPD4+) oraz mniej licznych limfocytów B (CD20+),
limfocytów T supressor/cytotoxic (CD8+) i komórek
tucznych (tryptaza komórek tucznych+) nieco częściej
i o nieco większym nasileniu występowały w grupie I.
Limfocyty gromadziły się w rejonie błony wewnętrznej
— rozproszone i w postaci skupień. Makrofagi wystę-
powały w tkance łącznej blaszek częściej w grupie II
(p = 0,007) (ryc. 3F). Większość z nich miała piankowatą
cytoplazmę, w kilku przypadkach stwierdzono obecność zło-
gów hemosyderyny. Antygen HLADPDQDR zaobserwowa-
no na większości makrofagów i aktywowanych limfocytów.
Odsetek komórek zapalnych wykazujących ekspresję anty-
genu HLA DR klasy II był podobny w obu grupach.
Dyskusja
Problem rozpoznawania restenozy po operacjach
tętnic szyjnych pozostaje otwarty i kontrowersyjny.
Powszechne stosowanie technik ultrasonograficznych
wbrew nadziejom nie rozwiązało kwestii ustalenia wła-
ściwej definicji restenozy. Nadal większość ośrodków
stosuje uproszczoną, ultrasonograficzną ocenę stopnia
zwężenia, opartą na kryteriach prędkości przepływu
w operowanej tętnicy. Nie uwzględnia to jednak oceny
kompleksu intima-media (IMT). Przypuszczalnie jest to
jedna z zasadniczych przyczyn tak dużej rozbieżności
w rozpoznawaniu występowania restenoz. Dlatego też,
w zależności od stopnia kwalifikacji oraz metod rozpo-
znawania, ich występowanie ocenia się różnie. Na pod-
stawie ponad 200 najważniejszych publikacji, które uka-
zały się w latach 1966–1996, Lattimer i Burnand okre-
ślili częstość występowania bezobjawowej restenozy na
1,3–37%, zaś objawowej restenozy na 0–8,2% [9].
DeGroote i wsp. zaobserwowali hemodynamicznie
istotną restenozę u 13% pacjentów, a hemodynamicz-
nie nieistotną restenozę — u 15% chorych. Łącznie
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wskaźnik restenoz wyniósł 28% [10]. Kieny i wsp.
u badanych pacjentów ocenili częstość restenoz na
11,9% [11], Volteas i wsp. na 18,5% [12], a Liapis i wsp.
na 21,6% [13].
W niniejszej pracy, by uniknąć tego kontrowersyj-
nego problemu, zdecydowano się jedynie na wyodręb-
nienie i analizę dwóch niebudzących wątpliwości grup:
chorych ze zdecydowaną, istotną hemodynamicznie re-
stenozą oraz pacjentów, u których stwierdzono całko-
wity brak proliferacji kompleksu IMT i oczywiście pra-
widłowe spektrum przepływu w tętnicy szyjnej we-
wnętrznej.
Należy sądzić, że postępy w diagnostyce zmian w tęt-
nicach szyjnych nie umożliwiły ustalenia przyczyny wy-
stępowania restenoz. Również wyniki badań prowadzo-
nych w innych kierunkach nie wyjaśniły, jakie czynniki
rzeczywiście sprzyjają rozwojowi restenozy po zabie-
gach CAE czy CAS oraz jaka jest rzeczywista skala pro-
blemu. Nowe metody leczenia restenozy, przeprowa-
dzone na modelach zwierzęcych, polegające na zaha-
mowaniu proliferacji mięśni gładkich zakończone powo-
dzeniem nie są skuteczne u ludzi [14].
Podobnie jak w pracach innych autorów [3, 6] kla-
syczne czynniki ryzyka miażdżycy nie miały znaczenia
w powstawaniu restenozy. Zaskakującym spostrzeże-
niem jest porównanie częstości wystąpienia udarów
— w grupie I przebyło go 8 (30,1%) chorych, podczas
gdy w grupie II zaledwie 2 (7,7%) osoby przed zabie-
giem operacyjnym. Wydaje się że jest to cenne spostrze-
żenie, szczególnie w kontekście badań dotyczących
blaszki niestabilnej, ale wymaga ono oddzielnych badań
weryfikujących (m.in. analizy wieloczynnikowej).
Natomiast badania histopatologiczne i immunohi-
stochemiczne pierwotnych blaszek miażdżycowych
chorych z restenozą i bez niej wykazały, że istnieją
różnice w ich budowie. Blaszki miażdżycowe pacjen-
tów z grupy I charakteryzowały się liczniejszymi ko-
mórkami mięśni gładkich (SMA+) i większym udzia-
łem fibrynogenu (Fbg+) w porównaniu z blaszkami
chorych z grupy II. Restenoza jest wynikiem nadmier-
nej reakcji gojenia się ściany naczynia po zabiegu re-
waskularyzacji, polegającym na migracji i proliferacji
komórek mięśni gładkich do błony wewnętrznej i wy-
dzielaniu przez nie substancji międzykomórkowej, co
prowadzi do powstania neointimy [15, 16]. Jest to
skomplikowany proces, w którym wylewy śródblasz-
kowe, zakrzepy i inne czynniki mitogenne mogą pro-
wadzić do ekspresji licznych czynników wzrostu i wy-
dzielania cytokin prozapalnych, co powoduje prolifera-
cję mięśni gładkich i ich migrację z błony środkowej [17].
Wykazano ekspresję czynników wzrostu: bFGF, PDGF
AA, AB i abr na komórkach mięśni gładkich w resteno-
smooth muscle cells proliferation were successful in the
case of animal models, but proved to be ineffective in
humans [14].
According the works of other authors [3, 6], classic
atherosclerosis risk factors did not play a role in the
development of restenosis. Comparison of the frequency
of strokes between both groups gave surprising results.
Eight patients from group I (30.1%), and two patients
from group II (7.7%) experienced this neurological in-
cident in the preoperative period. It seems to be a po-
tentially valuable observation, especially with respect to
the unstable plaque problem, but obviously requires
additional studies (e.g. multivariate analysis).
However, histopathological and immunohistochem-
ical examinations of the primary atherosclerotic plaques
acquired from patients with and without restenosis
showed differences in the constitution of plaques. Those
from group I patients were richer in smooth muscle cells
(SMA+) and fibrinogen (Fbg+) in comparison with le-
sions from group II. Restenosis results form excessive
healing reaction of the vascular wall in response to CAE.
This results from the migration of smooth muscle cells
into the intima, and their proliferation followed by ex-
cretion of intracellular substance. These processes lead
to neointimal formation [15, 16]. The haemorrhages into
the plaque, thrombogenesis and other mitogenic fac-
tors may elicit the expression of numerous growth fac-
tors and secretion of proinflammatory cytokines in this
complicated process. This leads to the proliferation and
migration of smooth muscle cells from the medial layer
[17]. Expression of such growth factors as bFGF, PDGF
AA, AB and abr on smooth muscle cells has been dem-
onstrated in the process of restenosis [18]. Pauletto et
al. observed not only an increase in the number of
smooth muscle cells of fetal type in primary atheroscle-
rotic plaques of restenotic patients, but also a reduction
of their quantity in the media underneath the plaque
[6]. This observation suggests that the above-mentioned
cells possess the ability to migrate and accumulate in
the intima after revascularization. Other studies showed
that the process of intimal proliferation was associated
with a change in the properties of  vascular smooth
muscle cells, from the contractile (quiescent) pheno-
type characterized by the presence of a actine and
smooth-muscle myosin, to a synthetic or proliferating
(activated) one  [19]. Simons et al. proved that the ex-
pression of the B isoform of nonmuscle myosin heavy
chain, the main nonmuscular myosin isoform in activat-
ed muscle cells, is more intensive in atherosclerotic
plaques from patients with a greater risk of restenosis
[20]. The observed migration of smooth muscle cells
and proliferative activity in advanced atherosclerotic
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plaques could have been stimulated by the increased
amount of fibrinogen [21, 22]. According to Naito et
al. [23], fibrinogen gel may induce migration of vascu-
lar smooth muscle cells even in the absence of other
chemotactic and chemokinetic substances. This sug-
gests an important role of fibrinogen in the process of
genesis and progression of both atherosclerosis and
restenosis after angioplasty. This study was the first
one to demonstrate the greater share of fibrinogen in
atherosclerotic plaques in patients with restenosis than
in the free of latter. This correlated with a higher
number of smooth muscle cells. Plaques from patients
of group II contained numerous macrophages. This
observation is concordant with the data from the liter-
ature [6]. It suggests that macrophages and lipids play
a role in the pathogenesis of atherosclerotic plaques
but do not influence the genesis of neointima, namely
the proliferation and migration of smooth muscle cells.
Their depletion in the macrophage-rich regions has also
been demonstrated [24]. It is probable that the low
cellularity of plaques acquired from group II patients
may be due to the slowing down of the passage of
smooth muscle cells from the media to intima. This
process may be connected with the direct influence of
cytokines secreted by macrophages and lipids on dif-
ferentiation of muscle cells [25, 26]. Opinions about
the influence of macrophages on the process of reste-
nosis are not concordant. There were studies that dem-
onstrated an increased level of monocyte chemoat-
tractant protein-1 (MCP-1) in patients with resteno-
sis; MCP-1 regulates macrophage migration [27].
Conclusion
We have shown that although classic risk factors of
atherosclerosis do not play a role in the development of
restenosis, the histopathological and immunohistochem-
ical assessment of primary atherosclerotic plaques may
be helpful to identify patients with an increased risk of
restenosis after CAE. Our results require confirmation
using a higher number of patients.
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zie [18]. Pauletto i wsp. zaobserwowali nie tylko zwięk-
szenie liczby komórek mięśni gładkich (głównie o pło-
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Wnioski
W niniejszej pracy wykazano, że chociaż klasycz-
ne czynniki ryzyka miażdżycy nie odgrywają roli w po-
wstawaniu restenozy, ocena histopatologiczna i im-
munohistochemiczna pierwotnych blaszek miażdży-
cowych może pomóc w identyfikowaniu pacjentów
ze zwiększonym ryzykiem restenozy po endartrek-
tomii tętnic szyjnych. Obserwacje te wymagają jed-
nak potwierdzenia w badaniach obejmujących większą
liczbę chorych.
